MYCOSES VISCERALES 


Nouvelles strategies pour le diagnostic microbiologique 
des mycoses viscerales 


Anticiper le diagnostic et adapter 
au plus vite les traitements 


D e nouvelles methodes sont apparues ces der- 
nieres annees en microbiologie, pour la plupart 
largement transferables a la mycologie avec 
certaines specificites. Toutes ont pour finalite 
d’accelerer le diagnostic pour mieux adapter les antifon- 
giques quand les infections sont prouvees. L’identifica- 
tion de l’espece responsable est d’autant plus necessaire 
que l’on rapporte regulierement de nouvelles especes 
et que de l’identification decoule la sensibility aux anti- 
fongiques, les resistances aux antifongiques etant le plus 
souvent intrinseques pour une espece donnee. Cependant, 
quand le diagnostic de l’infection fongique est certain, 
fonde sur une hemoculture ou une biopsie tissulaire 
positives par exemple, le pronostic reste tres pejoratif, 
avec une mortality de 40 % malgre les nouveaux antifon- 
giques disponibles. 1 ' 2 Les espoirs se tournent done vers la 
validation de biomarqueurs, essentiellement antigenes 
et ADN, pour anticiper le diagnostic. Ces biomarqueurs 
sont variables dans leur nature et leur complexity, notam- 
ment selon qu’il existe ou non des tests commerciaux. 

Acceleration de (’identification 
a partir de colonies isolees 

Les hemocultures sont prises comme exemple, mais 
les demarches presentees ci-apres valent pour tout prele- 
vement a visee mycologique (v. figure). Les hemocultures 
sont realisees actuellement par deux systemes d’agitation 
automatique. Le temps de pousse des levures dans les 
flacons est variable, generalement de 24 a 48 heures, 
parfois plus long pour certaines especes comme Can- 
dida glabrata et Cryptococcus neoformans. Une fois l’he- 
moculture positive, celle-ci est ensemencee sur milieu 
gelose, et apres 24 a 48 heures les colonies isolees sont 
identifiees en 24 heures avec les methodes phenotypiques 
anciennes (tests d’absorption et de fermentation des 
sucres). Ainsi, un minimum de 3 jours etait necessaire 
pour une identification d’espece et in fine une adaptation 
du traitement antifongique. 

Pour raccourcir ce temps d’identification, l’ensemen- 
cement sur milieux chromogenes est maintenant gene- 
ralise. II permet une identification presomptive sur la 
couleur des colonies en 24 a 48 heures sans test additionnel. 
Ces milieux permettent aussi d’objectiver les melanges. 


L’identification sur colonies isolees peut s’effectuer aussi 
en quelques minutes a l’aide de kits (tests d’agglutination 
de particules de latex, test d’assimilation du trehalose) 
pour l’identification des principales especes : Candida 
albicans, C. dubliniensis, C. krusei et C. glabrata. Pour 
cette identification rapide, le MALDI-TOF (matrix-assisted 
laser desorption /ionization-time of flight) se generalise 
rapidement. Cette methode phenotypique repose sur 
l’analyse des constituants proteiques du micro-organisme. 
Le resultat se presente sous la forme de pics qui sont 
compares a une banque de donnees. Plusieurs systemes 
sont disponibles avec des preparations des colonies, 
des methodes d’analyse des spectres et des banques 
de donnees differentes. 3 L’identification depend done de 
la qualite des bases de donnees MALDI-TOF, et leur ame- 
lioration constante rendra le recours au sequengage de 
moins en mo ins necessaire. Cependant, pour les nouvelles 
especes regulierement rapportees, le sequengage sur 
colonies isolees reste la methode de reference pour la taxo- 
nomie actuelle etapermis notamment le de membrement 
de complexes d’especes. La aussi, la qualite de l’identifi- 
cation depend de la qualite des banques publiques d’ ADN 
interrogees : GenBank est par exemple connue pour 
comporter environ 40 % d’erreurs d’identification pour 
les champignons filamenteux a l’inverse de banques dont 
les depots sont controles (http://fungibank.pasteur.fr/). 

Acceleration de (’identification 
a partir de prelevements positifs 

L’apport potentiel majeur du MALDI-TOF est l’identihca- 
tion directe des germes a partir de l’hemoculture, sans 
attendre l’isolement sur milieu gelose, accelerant ainsi le 
diagnostic d’au moins 24 heures. Cela necessite l’elimina- 
tion des cellules sanguines, et certains centres ont deja 
valide ces methodes, pour l’instant essentiellement sur 
des hemocultures positives factices. 3 

Pour l’identification des l’hemoculture positive, le 
MALDI-TOF est en concurrence avec le PNA FISH (peptid 
nucleic acid fluorescence in situ hybridization) deja utilise 
dans de nombreux pays. Ce test repose sur des sondes 
fluorescentes reconnaissant les rRNA des cinq princi- 
pales especes rencontrees en pathologie humaine (C. al- 
bicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, et »> 
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Figure REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES DIFFERENTS DEMARCHES ET OUTILS POUR LE DIAGNOSTIC DES INFECTIONS 
FONGIQUES VISCERALES. ATB : antibiotiques (gentamycine et chloramphenicol) ; CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute ; 
cyp51a : 1 4-alpha-demethylase cible des antifongiques azoles ; EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing ; 
fks : gene de la beta-(1,3)-D-glucane synthase, enzyme cible des echinocandines ; ITS : internal transcribed spacer ; MALDI-TOF : matrix- 
assisted laser desorption/ionization-time of flight ; MLST : multilocus sequence typing ; NGS : nouvelle generation de sequengage, sequengage 
haut debit ; PCR-ESI MS : polymerase chain reaction electrospray ionization mass spectrometry ; PNA FISH : peptid nucleic acid fluorescence 
in situ hybridization ; qPCR: PCR quantitative en temps reel. 

* facteur d'elongation, beta-tubuline (en fonction des genres consideres) 


C. krusei). II existe egalement des tests de polymerase 
chain reaction (PCR) en temps reel d’identification ra- 
pide, dont certains sont commercialement disponibles. 
Ces tests pourraient, en detectant de 1’ ADN d’organismes 
non viables, etre aussi utiles chez les patients deja sous 
antifongiques. 4 

Une limite des tests PCR actuels est qu’ils cherchent 
un nombre limite de germes. De nouvelles methodes 
de sequengage (PCR electro-spray ionization mass spec- 
trometry) et les nouvelles generations de sequenceurs 
a tres haut debit peuvent surmonter cette limite. Ces 
methodes semblent prometteuses, en particulier pour les 


prelevements complexes comme les biopsies dans lesquels 
l’examen direct ou anatomopathologique a montre la pre- 
sence d’elements fongiques. Ces methodes moleculaires 
sont tributaires de la qualite du prelevement et il est 
imperatif de ne pas fixer les prelevements dans du for mol, 
qui altere considerablement les acides nucleiques. 

Test de sensibilite aux antifongiques 
et detection de resistance acquise 

La description de nouvelles especes et l’emergence 
d’isolats resistants dans des especes naturellement »> 
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LISTE DES EXAMENS REALI SABLES POUR LE DIAGNOSTIC DES INFECTIONS FONGIQUES INVASIVES DISCUTES DANS LE TEXTE 

Examens (hors examen direct et culture 
realisables dans tout laboratoire) 

A 

Realisable dans 
un laboratoire non 
specialise 

B 

Realisable dans un 
laboratoire specialise 
(CHU)* 

C 

Realisable dans un 
centre de reference 

Realisable dans un 
avenir proche dans 
des laboratoires A, 

B ou C 


Antigenes 

Galactomannane** (aspergillose invasive) 
Glucane** (infection fongique) 
Glucuro-xylose-mannane (cryptococcose) 
Mannane-Ac anti-mannane** (candidose) 
Lateral airflow device (antigene sur bandelette) 



/ 


/ 

/ 

/ 


/ 


Identification d’une colonie 


MALDI-TOF sur colonies 

/ 

/ 

/ 


MALDI-TOF sur prelevement positif 

/ 


l 

Sequengage 

/ 

/ 

i 


Detection/identification directe dans prelevements 

PHI A FISH 

PCR temps reel* (tout prelevement) 

PCR digitale 

Sequengage direct sur prelevement (tout prelevement) 
PCR electrospray (biopsie) 

New Generation Sequencing 

Evaluation de la resistance 


/ 



/ 

/ 

A 


/ 

B 

/ 

/ 


/ 

/ 

C 


B, C 


CMI Etest 

/ 

/ 

/ 

CMI EUCAST 


/ 

/ 

Detection de mutations 


/ 

/ 


Genotypage (investigation d’epidemie ou de transmission inter-patients) 


Multilocus sequence typing 

/ 

/ 

Microsatellites 

/ 

/ 

Whole genome sequencing (genome entier) 


/ 


Tableau. CHU : centre hospitalier universitaire ; CMI : concentration minimale inhibitrice ; EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing ; 
PCR : polymerase chain reaction ; PNA FISH : peptid nucleic acid fluorescence in situ hybridization. 

Voir aussi la figure, selon I'expertise et le recrutement hospitalier. 

* variable suivant les centres hospitaliers ; ** reserves aux centres hospitaliers universitaires en raison de la pathologie specialise ; 

# sous reserve de validation clinique ; *sous reserve que le test PCR utilise reponde aux criteres de validation desormais requis. 

D’apres la ref. 9. 
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sensibles justifient les tests de sensibilite aux antifon- 
giques. Les deux methodes de reference du Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI) et de V European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EU- 
C AST) sont maintenant tres semblabes mais non destinees 
a un usage de routine. Les laboratoires utilisent en routine 
l’E-test, avec des correlations tres satisfaisantes avec la 
methode EUCAST. D’autres methodes commerciales sont 
disponibles avec une lecture soit oculaire (Sensititre 
YeastOne), soit automatisee (Vitek 2 yeast susceptibility 
system ) des concentrations minimales inhibitrices. De 
nouvelles methodes sont a l’etude telle la cytometrie de 
flux avec des colorants vitaux et le MALDI-TOF. 5 

Pour la detection des mutations responsables de resis- 
tance acquise, le recours au sequengage reste necessaire 
avec des difficultes variables selon que l’on s’adresse a des 
germes diplo'ides (par exemple Candida albicans) ou ha- 
plo'ides (par exemple Aspergillus fumigatus). Pour l’etude 
de la survenue et de l’extension de ces resistances, des 
methodes de genotypages par multilocus sequence typing 
(MLST) ou par marqueurs microsatellites sont mainte- 
nant disponibles pour la plupart des especes frequentes. 

Developpement de biomarqueurs 

Un premier element techniquement simple pour delimi- 
ter les patients a risque d’infections a levures est le pre- 
levement de surveillance (bouche, selles, urines, peau). 
Pour les levures commensales de l’homme, les infections 
se developpent avec la ou les propres souches de l’hote, 
les cas de transmission manuportee etant rares, a l’ex- 
ception de C. parapsilosis. D’ou le rationnel pour l’eta- 
blissement d’indices de colonisation chez les patients a 
risque, essentiellement en reanimation et en chirurgie 
viscerale, pour identifier les patients justifiables d’une 
prophylaxie des leur admission invasive. 6 Cependant, 
cette strategic est lourde, couteuse, et de specificite faible. 

Les antigenes seriques, en dehors de la recherche 
de glucurono-xylo-mannane pour les infections a Cryp- 
tococcus, s’utilisent comme element de criblage biheb- 
domadaire de patients identifies a risque d’infection 
fongique, et une telle strategic n’est realiste que si la 
prevalence de l’infection ciblee est suffisante (> 5 % ). Le 
mannane couple a la recherche d’anticorps n’est rapporte 
que dans les services de reanimation. 7 Le galactoman- 
nane est depuis de nombreuses annees un element recon- 
nu pour les infections aspergillaires en hematologie. 8 
Sa detection dans le liquide de lavage broncho-alveolaire 
est egalement un element du diagnostic microbiologique 
des aspergilloses invasives. De nouveaux antigenes 
sur un format en bandelette a usage au lit du malade 
sont en cours d’evaluation. 9 Le (l-3)-beta-D-glucane est 
un polyoside produit par de nombreux champignons, 
et l’enzyme responsable de sa synthese est la cible des 
echinocandines. Plusieurs meta-analyses concluent a un 
interet limite pour les candidoses profondes en raison 
d’un fort taux de fausses positivites, a l’absence d’interet 


pour les infections aspergillaires, mais cependant un 
interet majeur pour la pneumocystose. 

Les recherches d’ ADN ont porte essentiellement sur 
le diagnostic de l’aspergillose invasive en se concentrant 
sur les fractions sanguines, meme si certains proposent 
une recherche directement sur les liquides de lavage 
alveolaire, incluant la detection de mutations respon- 
sables de resistance. L’absence de consensus aussi bien 
sur la fraction sanguine a tester (sang vs serum), les me- 
thodes d'extraction d’ADN, les tests de PCR eux-memes 
(format en point final, PCR nichees) et les controles a 
inclure dans chaque test est la raison qui explique que 
cette recherche d’ADN n’est pas incluse dans les criteres 
diagnostiques de l’aspergillose invasive. Actuellement, 
seul le format de PCR en temps reel devrait etre utilise 
apres validation suivant les recentes recommandations. 10 
Ce format est le seul qui previent le risque de faux positifs 
car tout le processus s’effectue en tube clos, sans conta- 
mination de l’environnement avec des produits preala- 
blement amplifies, principale source de faux positifs. De 
plus, l’aspect quantitatif est fondamental pour controler 
le rendement de l’amplification a l’aide d’un controle 
interne, evitant ainsi les faux negatifs. 10 En parallele, 
les techniques automatiques d’extraction d’ADN sont 
amenees a remplacer les techniques manuelles. Pour 
l’aspergillose, legroupe International Society for Human 
and Animal Mycoses (ISHAM) recommande actuellement 
plutot le plasma que le serum. A noter que le spectre 
des especes identifiables depend du choix des amorces. 
Ainsi des amorces specifiques pour les Mucorales ont 
ete validees pour le diagnostic des mucormycoses inva- 
sives uniquement. A l’oppose, des amorces ribosomiques 
« panfongiques » exposent a une faible sensibilite dans 
des prelevements riches en ADN humain en raison de la 
similarity des ribosomes fongiques avec les ribosomes 
humains. De nouvelles applications d’outils moleculaires 
sont en cours d’evaluation telles la PCR digitale et les 
nouvelles technologies de sequengage (v. tableau). 

MALGRE LES PROGRES, UN DIAGNOSTIC 
QUI EST ET RESTERA DIFFICILE 

II existe de nombreuses technologies en developpement 
qui pousseront les limites des nouveaux outils comme 
la PCR digitale, les NGS (next generation sequencing) et 
le MALDI-TOF, sans parler des tendances lourdes vers 
l’automatisation des ensemencements qui changeront 
certains aspects du laboratoire de microbiologie et le 
developpement de nouveaux antigenes deposes sur des 
bandelettes pour un diagnostic immediat (aspergillose, 
cryptococcose). Neanmoins, il est probable quele diagnos- 
tic des infections fongiques viscerales restera dans les 
prochaines annees difficile. A de rares exceptions pres, ce 
sont des infections opportunistes qui surviennent dans 
des situations complexes qui necessitent un dialogue entre 
cliniciens et biologistes pour definir les meilleures stra- 
tegies diagnostiques a mettre en oeuvre, meme pour les 
infections les plus frequentes, et sans parler des mycoses 
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endemiques souvent suspectees uniquement par l’inter- 
rogatoire. II faut egalement integrer les modifications des 
pratiques avec en particulier l’emergence de resistances 
dues a l’usage de plus en plus repandu d’antifongiques 
a titre prophylactique. Ces antifongiques impactent les 
performances des tests biologiques en diminuant le 
nombre de resultats positifs. La mise en oeuvre rapide 
d’un traitement adapte en fonction du diagnostic est 
cependant une necessity si on veut ameliorer le pronostic 
des candidemies et des aspergilloses invasives. © 


RESUME NOUVELLES STRATEGIES POUR LE DIAGNOSTIC 
MICRORIOLOGIQUE DES MYCOSES VISCERALES 

Les ameliorations recedes du diagnostic des mycoses viscerates ont porte sur [acceleration 
de I’identification des especes dans le but d'adapter au pins vite le traitement antifongique et 
sur I’anticipation du diagnostic a I’aide de biomarqueurs. ['Identification est maintenant reali- 
see apres culture par MALDI-IOF, avec un gain de 24 heures sur les anciens tests phenoty- 
pigues. L’objectif est maintenant [identification des que I’hemoculture est positive par MAL- 
D1-T0F ou par des techniques moleculaires. Les biomarqueurs sont domines par la recherche 
d'antigenes fongigues (mannane, galactomannane, glucane) pour lesqueis il existe des kits 
commerciaux. Ils sent essentiellement utilises dans une strategic de surveillance de patients 
a risque a un rythme de deux tests par semaine. Leur principale limite est plutot le manque 
de specificite que leur faible sensibilite. Pour la recherche d'ADN circulant, la generalisation 
du format PCR en temps reel et I'existence de recommandatinns pour la validation des tests 
laissent penser qu’ils pourront bientot etre incorpores dans une strategic diagnostigue. 

SUMMARY NEW STRATEGIES FOR THE MICRORIOLOGICAL 
DIAGNOSIS OF INVASIVE MYCOSES 

The recent improvements of the diagnosis of invasive mycoses have included the shortening of 
the species identification time for a rapid adaptation of the antifungal treatment, and the anti- 
cipation of the diagnosis thanks to biomarkers. Species identification is now achieved using 
MALDI-TOF 24 hours earlier than with the previous phenotypic tests. The aim is now to identify 
directly on positive blood bottle either using MALDI-TOF or molecular methods. The biomarkers 
are dominated by antigens (mannan, galactomanan, glucan) with available commercial kits. 
These antigens are mainly used as screening tests in patients at risk of invasive mycoses. Their 
main limitation is their weak specificity rather than their sensitivity. For circulating DNA, the 
quantitative real-time PCR format and the publication of recommendations for validation of 
diagnostic assays suggest they should he implemented soon in a diagnostic strategy. 
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